













Lactococcus lactis JCM 5805 の免疫賦活作用と 
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AIM2   ：absent in melanoma 2 
APCs   ：Antigen Presenting Cells 
ASC   ：apoptosis-associated speck-like protein containing caspase 
recruitment domain 
ATP   ：adenosine triphosphate 
AUC   ：Area Under the Curve 
BMDC   ：Bone-Marrow derived Dendritic Cells 
BMDM   ：Bone-Marrow derived Macrophages 
cDCs   ：conventional Dendritic Cells 
cGAS   ：cyclic GMP-AMP Synthase 
DCs   ：Dendritic Cells 
DENV   ：dengue virus 
GALT   ：gut-associated lymphoid tissue 
IFN   ：Interferon 
IL   ：Interleukin 
JCM 5805  ：Lactococcus lactis JCM 5805 
KO   ：knock out 
KW3110  ：Lactobacillus paracasei KW3110 
LPS   ：lipopolysaccharide 
MAPK   ：mitogen-activated protein kinase 
MDA5   ：Melanoma differentiation associated gene 5 
MDP   ：muramyl dipeptides 
MHC   ：major histocompatibility complex 
MSU   ：monosodium urate 
NLRs   ：NOD-like Receptors 
NLRP3   ：NLR family pyrin domain containing protein 3 
NLRC4   ：NLR family card domain containing protein 4 
NOD   ：Nucleotide-binding oligomerization domain-containing 
                       protein 
NS1   ：dengue non-structural protein 1 
ODN   ：oligodeoxynucleotide 
OVA   ：Ovalbumin 
PAMPs   ：Pathogen Associated Molecular Patterns 
pDCs   ：plasmacytoid Dendritic Cells 
PRRs   ：Pattern Recognition Receptors 
RIG-I   ：Retinoic-acid-inducible protein I 
RIPK2   ：receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2 
ROS   ：Reactive oxygen species 
TCR   ：T cell Receptor 
TLRs   ：Toll-like Receptors 
TNF   ：Tumor Necrosis Factor 
Tr1 cells  ：Type 1 regulatory T cells 



















割を担う．これらの細胞はパターン認識受容体（Pattern Recognition Receptors ; 
PRRs）と呼ばれる受容体を発現し，細菌やウイルスといった病原体の有する特
徴的な分子パターン（Pathogen Associated Molecular Patterns ; PAMPs）を認識す
る． PRRs の代表として Toll 様受容体（Toll-like Receptors ; TLRs）があり，これ
までに哺乳類で複数の TLRs ファミリーが同定され，それぞれが異なる分子を認







分であるリポ多糖（lipopolysaccharide ; LPS）を認識することが明らかになった 
(7,8)．TLR4 以外の TLRs としては，ペプチドグリカンやリポタイコ酸を認識す
る TLR2 (9)，二本鎖 RNAを認識する TLR3 (10)，一本鎖 RNAを認識する TLR7/8 
(11-13)，非メチル化 CpG モチーフを有する DNA を認識する TLR9 が知られて
いる (14)．また，TLR が主に細胞膜あるいはエンドソーム膜に発現し病原体を
認識するのに対し，細胞質に侵入した病原体を認識する機構も存在する．例えば，
Nucleotide-binding oligomerization domain-containing                protein 1，2
（NOD1，2）に代表される Nod-like Receptors（NLRs）と呼ばれる細胞質内タン
パクは細菌のペプチドグリカン由来分子構造を認識する (15,16)．その他にウイ
ルス由来の二本鎖RNAはRetinoic-acid-inducible protein I（RIG-I）(17) やMelanoma 
differentiation associated gene 5（MDA5）(18,19) に，DNA は cyclic GMP-AMP 
Synthase（cGAS）に認識されることが知られている (20)． 
病原体が PRRs によって認識されると下流の細胞内シグナルが活性化し，炎症
性サイトカインやインターフェロンが誘導される（Figure 1）．PRRs のうち TLRs
シグナルを介在するアダプター分子として MyD88 と TRIF が重要な役割を果た
す．例えば，TLR4 はリガンドを認識すると MyD88を介した経路で NF-Bを核
内に移行させ TNF（Tumor Necrosis Factor）-や IL（Interleukin）-6 といった炎症








Figure 1. 各種 PRRsと細胞内シグナル伝達経路（Steven G Reed et al., Nature Medicine (2013) 
19 より引用） 
 




に突起を伸ばす細胞として同定され (27)，その後の研究で T 細胞の反応性を飛
躍的に高める機能を有することが見出された (28,29)．現在では，T 細胞に抗原
4 
を提示し獲得免疫を始動する抗原提示細胞（Antigen Presenting Cells ; APCs）と
して主要な役割を果たすことが知られている．樹状細胞が T 細胞による抗原特
異的免疫応答を始動するには主に 3つのシグナルを介すると考えられている．1
つ目が主要組織適合遺伝子複合体（Major Histocompatibility Complex ; MHC）を
介した T 細胞への抗原情報の提示である．抗原由来のペプチドは MHC 分子に
結合して樹状細胞表面に提示されると，その複合体と結合できる T 細胞受容体
（T cell Receptor ; TCR）を有する T細胞に認識され，抗原特異的免疫応答が始
動する．2つ目が補助刺激分子（co-stimulatory molecules）による T 細胞の活性化
である．活性化された樹状細胞は補助刺激分子を細胞表面に発現し，T細胞は補
助刺激分子のシグナルを受け取ることで活性化する．代表的な分子として，樹状




ターT細胞（Th1, Th2, Th17など）に分化する．例えば IL-12や IFN-は Th1に，




 獲得免疫の始動に大きな役割を果たす樹状細胞であるが，大別すると 2 つの
サブセットに分類される．そのうち 1 つが古典的樹状細胞（conventional DCs ; 
cDCs）であり，もう一方が形質細胞様樹状細胞（plasmacytoid DCs ; pDCs）であ
る．cDCs が T細胞に抗原を提示する APCs として機能を発揮する一方で，pDCs
はヒト末梢血中に存在する大量のインターフェロンを産生する細胞として同定
5 
された (30,31)．ほとんどの細胞は I 型インターフェロンを産生する能力を有す
るが，その産生能力はわずかである．一方，pDCs は I 型インターフェロンの中
でも IFN-を大量に産生し，その他の特徴として TLR7 と TLR9 を高発現するこ
とで主にウイルス由来の RNAまたは DNA を認識する．TLR7と TLR9 による病
原体の認識後，pDCs はMyD88を介して転写因子 IRF7 を核内に移行させ，IFN-











増殖が抑制され (36)，また，抗原特異的免疫応答を司る CD4+ T細胞の機能も低
下する (37)．この pDCs による獲得免疫の活性化は，cDCs と協調して発揮され
ることが示唆されている (38,39)．また，pDCs によるウイルスの認識にも感染細





Figure 2. pDCs の自然免疫と獲得免疫に対する役割（Dana Mitchell et al., Journal of 




















ンパク質で，NLRs または absent in melanoma 2（AIM2）とアダプタータンパク
である apoptosis-associated speck-like protein containing caspase recruitment domain
（ASC），システインプロテアーゼである caspase-1 によって構成される(46,47)．
インフラマソーム活性化の刺激に伴い，NLRs または AIM2 は ASC，pro-caspase-
1と複合体を形成し，インフラマソーム形成に伴って接近した pro-caspase-1は互
いに自己消化して活性型 caspase-1 を生成する．活性型 caspase-1 は IL-1 ファミ
リーサイトカインである IL-1や IL-18 の前駆体を切断して成熟化し，炎症反応
を誘導する(48)．これらインフラマソームの中でも最も研究が進んだ分子が NLR 
family pyrin domain containing protein 3（NLRP3）インフラマソームである（Figure 
3）．NLRP3 インフラマソームは様々な刺激によって活性化され，その中には病
8 







Figure 3. NLRP3 インフラマソーム活性化機構（Eun-Kyeong Jo et al., Cellular & Molecular 















































また，腸内細菌による TLR 依存的な刺激が IL-17 や IL-23 といった炎症性サイ
トカインを産生させ腸管バリア機能の低下を誘導し，細菌由来物質や代謝産物
の侵入とそれに伴うがん原性の炎症を促進する(65)．一方で，健常人から単離さ


































ある IL-10を多量に産生する CD4+ T細胞（Tr1 細胞）を誘導するが，Lactobacillus 













Figure 5. 乳酸菌の多様な保健効果（Daniel M. Linares et al., Frontiers in 




出している．そのうち 1つが Lactococcus lactis JCM 5805（JCM 5805）で，pDCs
を活性化する乳酸菌として初めて同定された菌株である．これまでに病原性細
菌の一部が pDCs を活性化することは知られていたが(74)，乳酸菌が pDCs を活
性化するかはわかっていなかった．そこで，我々のグループではマウス骨髄細胞
から Flt3-L で分化誘導した pDCs/cDCs の混合細胞に 31 菌種からなる計 125 株
の乳酸菌をそれぞれ加熱死菌体として添加しスクリーニングを実施した．その
14 
結果，株において IFN-産生が認められ，そのうち最も安定的に pDCs を活性
化する乳酸菌として JCM 5805 が選抜された(75)．本菌株による IFN-産生に関
与するシグナル分子を検討するため，各種ノックアウトマウス（KO）由来骨髄
細胞より分化誘導した pDCs を使用して評価したところ，TLR9 KO マウスと
TLRs シグナルを介在するアダプター分子 MyD88 KO マウス由来の pDCs では
JCM 5805 刺激による IFN-産生が完全に消失した．一方で，TLR2/4/7 KO マウ
ス由来 pDCs では JCM 5805 刺激による IFN-産生量に顕著な変化は観察されな
かった(75)．これらの結果は，本菌株が pDCs の TLR9/MyD88 シグナル経路を介
して IFN-産生を誘導すること，TLR9 が非メチル化 CpG DNA を認識するとい
う特徴から JCM 5805 の活性本体が DNA であることを示唆している．また，
pDCs が抗ウイルス免疫において中心的役割を担う細胞であることから，JCM 
5805の摂取がウイルス感染防御に対して効果を発揮するのか検証を行った．2週
間の JCM 5805 経口摂取後にマウスパラインフルエンザウイルスを感染させ，ウ
イルス感染後の生存率を評価したところ，感染 10日後の時点で対照群は全個体
が死亡したのに対し，JCM 5805 摂取群では感染 15 日後でも約 7 割の個体が生
存した(76)．以上の結果から，JCM 5805 は pDCs の活性化を介して生体の抗ウイ
ルス免疫を高め，ウイルス感染に対して予防的効果を発揮する可能性がある．こ
のように JCM 5805 による pDCs 活性化メカニズムはその詳細が解明されつつあ




ルス感染リスクが増加している現代において JCM 5805 の摂取が有効な予防手
段となり得る． 
15 
 我々のグループが見出している免疫活性を有するもう 1 つの乳酸菌が
Lactobacillus paracasei KW3110（KW3110）である．当初，KW3110 は抗アレルギ
ー活性を有する乳酸菌として同定され，実際アレルギーモデルマウスに KW3110
を経口摂取させると，血中における抗原特異的 IgE や Th2 活性を示すサイトカ







解析を行った．近年，pDCs は I 型インターフェロン産生細胞としての役割のみ
ならず，様々な免疫細胞と協調して抗ウイルス免疫や抗腫瘍免疫に寄与するこ
とが明らかにされつつある(38,80)．そこで，pDCs 活性化能を有する乳酸菌 JCM 


















おいて中心的な機能を発揮する．これまでは cDCs が主として T細胞に抗原情報




これまで述べてきた通り，我々は pDCs を活性化する乳酸菌として JCM 5805









第 1節 JCM 5805 による NK細胞活性化 
 
 はじめに，JCM 5805が NK細胞を活性化するのか in vitro 実験によって検証し
た．NK細胞はウイルスに感染した細胞を殺傷することで，生体内でのウイルス
感染の拡大を防止する．NK 細胞がウイルス感染細胞を感知すると，IFN-と
granzyme B を分泌することから，これらは NK 細胞の活性化マーカーとして用
いられる．そこで，マウス脾臓から調製した脾臓細胞調製液に JCM 5805 加熱死
菌体を添加し 18 時間培養した後，IFN-産生 NK 細胞の割合，granzyme B 産生
NK 細胞の割合，そして，NK 細胞のターゲット細胞を使用した NK 細胞傷害活
性を評価した．その結果，JCM 5805 添加群では対照群と比べて IFN-産生 NK細
胞の割合，granzyme B 産生 NK細胞の割合，NK細胞傷害活性のすべてが有意に
増加した（Figure 6）． 
次に，JCM 5805 による NK細胞の活性化メカニズムを in vitro 共培養実験によ
って検証した．マウス脾臓から磁気ビーズ法によって単離した NK 細胞とマウ
ス骨髄細胞から Flt3-L を使用して誘導した pDCs を含む Bone-Marrow derived 
Dendritic Cells (BMDC) を共培養し，NK 細胞の細胞傷害活性を評価した．その
結果，BMDC に JCM 5805 による刺激を加えることで，対照群と比べて NK細胞
の細胞傷害活性が有意に増加した．一方で，NK細胞と JCM 5805 のみ，または，
NK 細胞と BMDC のみを共培養した群では，対照群と比べて NK 細胞の細胞傷
害活性に有意な変化は観察されなかった（Figure 7）． 
最後に，JCM 5805 の摂取が生体内でも NK 細胞を活性化するのか in vivo実験
によって検証した．マウスに JCM 5805 加熱死菌体を 2週間経口投与した後，各
個体から脾臓を回収，脾臓細胞調製液を作製し，NK細胞の細胞傷害活性を検証
18 






Figure 6. JCM 5805による NK細胞活性化効果 
脾臓細胞懸濁液に JCM 5805 加熱死菌体を添加し，18 時間培養した．培養後，Leucocyte 
activation cocktailを添加し更に 4.5時間培養した後，全 NK細胞における IFN-産生 NK細胞
の割合 (A)，全 NK細胞における granzyme B 産生 NK細胞の割合 (B) を測定した．脾臓細
胞懸濁液に JCM 5805加熱死菌体を添加し，18時間培養した後，NK細胞の細胞傷害活性を































































































Figure 7. JCM 5805による樹状細胞を介した NK細胞活性化効果 
BMDCに JCM 5805加熱死菌体を添加し，8時間培養した．培養後，マウス脾臓から単離し









































Figure 8. JCM 5805経口摂取による NK細胞活性化効果 
マウスに JCM 5805加熱死菌体を 2週間経口摂取させた後，安楽殺を施し，脾臓中 NK細胞
の細胞傷害活性を測定した．各個体の値は記号で，各群の平均値は線で示し，対照群に対し






















第 2節 JCM 5805 による樹状細胞の抗原提示因子と補助刺激因子の発現亢進 
  
樹状細胞は抗原提示因子である MHC I, MHC IIを介して抗原情報を T細胞に
提示し，補助刺激因子である CD80 や CD86 を発現することで T 細胞に刺激を
加え，T細胞による抗原特異的免疫応答を惹起する．そこで，JCM 5805 が樹状
細胞の MHC I, MHC II と CD80, CD86 の発現に影響を及ぼすのか検証した．
BMDC に JCM 5805 加熱死菌体または ATCC53103 加熱死菌体を添加し，24時間
培養後，pDCs，cDCs 細胞表面上のMHC I, MHC II, CD80, CD86 の発現を Flow 
cytometryによって評価した．その結果，JCM 5805 添加群では，対照群，対照乳
酸菌である Lactobacillus rhamnosus strain GG（ATCC53103）添加群と比べて，pDCs，
cDCs 細胞表面上の MHC I, MHC II, CD80, CD86 の発現が有意に増加した（Figure 
9）． 
次に，JCM 5805 刺激による樹状細胞上の MHC I, MHC II, CD86 発現増強メカ
ニズムを検証するため，TLR9 アンタゴニストを使用した実験を実施した．
BMDC に JCM 5805 加熱死菌体とともに TLR9 アンタゴニストを添加し，24 時
間培養後，培養上清中の IFN-濃度を測定した．その結果，TLR9 アンタゴニス
ト処理により，JCM 5805 刺激によって誘導される IFN-産生が完全に抑制され
た（Figure 10A）．また，pDC，cDC 細胞表面上の MHC I, MHC II, CD86 の発現量
を評価したところ，TLR9 アンタゴニスト処理により，JCM 5805 刺激によって







Figure 9.  JCM 5805による pDCsと cDCs細胞表面における MHC I，MHC II，補助刺激
因子の発現促進効果 
BMDC に JCM 5805 または ATCC53103 加熱死菌体を添加し，24 時間培養した．培養後，





































































































































































































































































































































** ** ** **





















































































































Figure 10.  TLR9シグナルを介した JCM 5805による抗原提示因子の発現誘導 
BMDCに JCM 5805加熱死菌体とともに TLR9 アンタゴニストを添加し，24時間培養した．
培養後，培養上清と細胞を回収した．培養上清中の IFN-濃度を ELISAにより測定した (A)．
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第 3節 JCM 5805 による抗原特異的 T細胞免疫応答の増強 
  
 続いて，JCM 5805刺激によって誘導される樹状細胞の変化が抗原特異的 T細
胞の機能に影響するのか，OT-I，OT-II マウスを使用した実験を実施した．OT-I
マウスはMHC I拘束性卵白アルブミン（Ovalbumin；OVA）ペプチド特異的 TCR
を持つ CD8+T細胞を，OT-IIマウスはMHC II拘束性 OVAペプチド特異的 TCR
を持つ CD4+T 細胞を生体内に有する．まず，JCM 5805 が OT-Iマウス由来脾臓
細胞調製液と OT-II マウス由来脾臓細胞調製液の OVA ペプチドに対する反応性
に影響を及ぼすのか検証した．OT-I，OT-II マウス脾臓から調製した脾臓細胞調
製液に OVA ペプチドとともに JCM 5805 加熱死菌体を添加し，48 時間培養後，
T細胞活性化マーカーである培養上清中 IFN-濃度を測定した．その結果，OVA
とともに JCM 5805 を添加した群では，OVAのみ添加した群と比べて，IFN-産
生量が有意に増加した（Figure 11A）．次に，樹状細胞と OT-Iマウス由来 CD8+ T
細胞，OT-II マウス由来 CD4+ T 細胞との共培養実験を実施した．ペプチドをパ
ルスと同時に JCM 5805 刺激を加えた BMDC と，OT-Iマウス脾臓細胞調製液か
ら単離した CD8+ T細胞，または，OT-IIマウス脾臓細胞調製液から単離した CD4+ 
T細胞を共培養し，48 時間後，培養上清中の IFN-と IL-2濃度を測定した．その
結果，樹状細胞にペプチドパルスと JCM 5805 刺激を加えた群では，ペプチドパ
ルスのみ行った群に比べて，OT-Iマウス由来 CD8+ T細胞，OT-IIマウス由来 CD4+ 



















Figure 11. JCM 5805による in vitro抗原特異的免疫反応の増強 
OT-I, OT-II マウス由来の脾臓細胞調製液に OVA ペプチドとともに JCM 5805 加熱死菌体を
添加し，48時間培養した．培養後，培養上清中の IFN-濃度を ELISA により測定した (A)．
OT-Iマウス由来脾臓細胞から CD8+T 細胞を，OT-IIマウス由来脾臓細胞から CD4+T 細胞を
単離した．各 T 細胞は，JCM 5805 と OVA ペプチドによって刺激を受けた BMDC と 48 時
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第 4節 JCM 5805 摂取による抗原特異的免疫応答の促進 
  
最後に，JCM 5805 が生体内でも抗原特異的免疫応答を促進するのか in vivo実
験によって検証した．マウスに JCM 5805 加熱死菌体を 2 週間経口投与した後，
インフルエンザウイルス RNA ポリメラーゼサブユニットである PA ペプチドを
完全フロイントアジュバントとともにエマルジョン化して腹腔内投与した．
JCM 5805 加熱死菌体の経口投与は抗原投与後も継続して実施した．抗原投与か
ら 12 日後，脾臓と血液を回収し，各種抗原特異的免疫応答を評価した（Figure 
12A）．脾臓における抗原特異的 CD8+ T 細胞の割合を測定した結果，JCM 5805
摂取群では対照群と比べて抗原特異的 CD8+ T 細胞の割合が増加傾向にあった
（Figure 12B）．また，血液中の抗原特異的 IgG濃度を測定した結果，JCM 5805
摂取群では対照群と比べて抗原特異的 IgG濃度が有意に増加した（Figure 12C）． 
Th1活性は抗原特異的細胞性免疫応答，液性免疫応答の効率的な誘導に重要と
される(82)．そこで，JCM 5805 の摂取が Th1 活性に与える影響を検証した．Figure 
12Aの通りマウスに JCM 5805 加熱死菌体を 2週間経口投与した後，抗原を腹腔
内投与し，抗原投与から 12日後に脾臓と血液を回収した．脾臓細胞調製液に PA
ペプチドを添加することで再刺激を行い，48 時間後，培養上清中の Th1 活性指
標である IFN-と Th2 活性指標である IL-4 濃度を測定した．また，血液中の Th1
活性指標である抗原特異的 IgG2a 濃度と Th2 活性指標である抗原特異的 IgE 濃
度を測定した．その結果，JCM 5805 摂取群では対照群と比べて IFN-産生量，血
液中抗原特異的 IgG2a 濃度ともに有意に増加した（Figure 13）．一方で，IL-4産




Figure 12.  JCM 5805経口摂取による抗原特異的免疫反応と Th1活性の促進 
JCM 5805経口摂取の抗原特異的免疫反応に対する効果を評価する手順を示した (A)． Day 
-14 から day 12 の期間において，摂取群には JCM 5805 加熱死菌体を経口投与した．Day 0
において，対照群，JCM 5805 摂取群の各個体にインフルエンザウイルス RNA ポリメラー
ゼ由来ペプチド (SSLENFRAYV) を腹腔内投与した．Day 12 において，テトラマー染色に
より脾臓中の抗原特異的 CD8+ T細胞の割合 (B) を，ELISA により血漿中の抗原特異的 IgG
濃度 (C) を測定した．各個体の値は記号で，各群の平均値は線で示し，対照群に対し p<0.05
であるものを*，p<0.01 であるものを**で示した． 
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Oral intake of JCM 5805 (Control ; n=8, JCM 5805 ; n=8)













































Figure 13.  JCM 5805経口摂取による抗原特異的免疫反応と Th1活性の促進 
Day -14から day 12 の期間において，摂取群には JCM 5805 加熱死菌体を経口投与した．Day 
0 において，対照群，JCM 5805摂取群の各個体にインフルエンザウイルス RNA ポリメラー
ゼ由来ペプチド (SSLENFRAYV) を腹腔内投与した．Day 12 において，脾臓細胞調製液を
ペプチドで再刺激し，48時間後，培養上清中の IFN-と IL-4濃度を ELISA により測定した 
(A)．ELISA により血漿中の抗原特異的 IgG2a と IgE 濃度を測定した (B)．各個体の値は記































































第 5節 考察 
 
本章では pDCs を活性化する乳酸菌 JCM 5805 が，感染防御において主要な役
割を果たす NK 細胞と抗原特異的免疫応答の活性化に影響を及ぼすのか検証し
た． 
まず，NK 細胞に対する効果を検証したところ，in vitro，in vivo ともに JCM 
5805が NK細胞を活性化することがわかった．さらに，共培養実験の結果，JCM 
5805 による NK 細胞の活性化は pDCs を含む樹状細胞を介することが示唆され
た．NK細胞活性化には IL-2，IL-15，IL-18 などの様々な因子が報告されている
が (83-85)，その中でも IFN-は NK 細胞活性化に関して最も強い作用を有する
(86)．Gerosa らはウイルスによって刺激を受けた pDCs から産生される IFN-が
NK 細胞の細胞傷害活性を強く高めることを報告している(87)．これまでの研究
結果から考えて，JCM 5805 によって刺激を受けた pDCs から産生される IFN-
が NK細胞の活性化に寄与する可能性が考えられる． 
 次に JCM 5805 の抗原特異的免疫応答に対する効果を検証した．Flt3-Lにより
誘導した BMDC を使用した検証では，JCM 5805 の刺激が抗原提示に関与する
因子MHC I，MHC II，CD80，CD86の発現を高めることが示された．さらに，









ると，JCM 5805 は TLR9 シグナルの活性化を介して抗原提示因子の発現を促進
することが示唆される． 
 OT-I，OT-II マウスを使用した実験では，JCM 5805 が抗原特異的 T 細胞応答
を増強することが示唆された．加えて，BMDC と OT-Iマウス由来 CD8+ T細胞，




JCM 5805 は MHC 分子と補助刺激因子の両方の発現を増大させるため，抗原特
異的 T細胞はこれらの因子の相互作用を介して活性化されると考えられる． 




告されている(93)．病原体感染モデルに加えて，Lou らは CpG ODN によって活
性化された pDCs は cDCs と相互作用し癌抗原特異的な CD8+ T 細胞を効率的に
誘導することで抗癌免疫を誘導することを示している(80)．したがって，pDCs 活
性化能を有する乳酸菌は pDCs と cDCs の相互作用を促進し抗原特異的 CD8+ T
細胞を誘導する可能性が考えられる．加えて，JCM 5805 の経口摂取は抗原特異
的 CD8+ T細胞の誘導という細胞性免疫だけでなく，抗原特異的抗体量の増加と
いう液性免疫にも寄与することがわかった．In vitro 実験の結果から，これは JCM 
5805 による CD4+ T 細胞の活性化が関与すると想定される．pDCs は CD4+ T 細
胞の分化を惹起することが報告されており(94)，JCM 5805 が CD4+ T 細胞の分化
32 





た JCM 5805 はパイエル板に存在する pDCs を刺激し，pDCs 刺激によって産生
された I 型インターフェロンが肺などの抹消組織における抗ウイルス免疫を高
めることが示唆されている(76)．I 型インターフェロンは強力な Th1 誘導効果を
有しており，JCM 5805 経口摂取による Th1 免疫応答の増強も JCM 5805 によっ
て刺激を受けた pDC から産生される I 型インターフェロンによるものだと考え
られる． 






し，ワクチン接種に対する JCM 5805の効果を検証していく必要がある． 
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第 1節 JCM 5805摂取によるデングウイルス感染予防効果 
 
 JCM 5805 の摂取がデングウイルス感染に対して予防的な効果を発揮するのか，
マウス感染株であるデングウイルス Eden2株（DENV Eden2）を使用したウイル





において JCM 5805 摂取群では対照群と比べて相対的ウイルス量が有意に低下
した．一方，感染 72時間後においては 2群間で差はみられなかった（Figure 14B）．
肝臓における相対的ウイルス量を測定した結果，感染 48 時間後，感染 72 時間
後ともに JCM 5805 摂取群では対照群と比べて相対的ウイルス量が低下傾向に
あった（Figure 14C）．また，血液中におけるデングウイルスの非構造体タンパク
である dengue non-structural protein 1（NS1）濃度を測定した．その結果，感染 48
時間後において JCM 5805 摂取群では対照群と比べて NS1 濃度が有意に低下し
た．一方で，感染 72 時間後において 2群間で差はなかった（Figure 14D）． 
次に，JCM 5805 の摂取がデングウイルス感染によって誘導される炎症反応に














Figure 14. デングウイルス感染に対する JCM 5805 経口摂取の効果 
デングウイルス感染に対する JCM 5805 経口摂取の効果を評価する手順を示した (A)．Day 
-14から day 3 の期間において，摂取群には JCM 5805 加熱死菌体を経口摂取させた．Day 0
において，対照群，JCM 5805 摂取群の各個体にデングウイルス Eden2株を腹腔内投与した．
デングウイルス投与から 2日または 3日後に脾臓，肝臓，血液を回収した．脾臓 (B)，肝臓 
(C) における相対ウイルス量を定量 RT-PCR により測定した．血漿中の NS1 量を ELISA に
よって測定した (D)．各個体の値は記号で，各群の平均値は線で示し，対照群に対し p<0.05
であるものを*，p<0.01 であるものを**で示した．  
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Figure 15. デングウイルス感染によって誘導される炎症に対する JCM 5805 経口摂取の影
響 
デングウイルスを感染させた対照群，JCM 5805 摂取群の各個体から脾臓，肝臓を回収し，
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イルスの感染組織の一つである脾臓における JCM 5805 摂取時の抗ウイルス因
子の遺伝子発現を検証した．マウスに JCM 5805 加熱死菌体を 2週間経口投与し
た後，各個体から脾臓を回収し，各種抗ウイルス因子の遺伝子発現を定量 RT-
PCR によって測定した．その結果，JCM 5805摂取群では対照群と比べて，Mx1，
Oasa1 の遺伝子発現量が有意に増加し，Viperin と ISG15 の遺伝子発現量が増加
傾向にあった（Figure 16A）． 























Figure 16. JCM 5805経口摂取が脾臓と脾臓中 CD11c+樹状細胞の抗ウイルス因子発現に与
える影響 
JCM 5805加熱死菌体を 2週間経口摂取させた後，対照群，JCM 5805摂取群の各個体から脾
臓を回収し，脾臓細胞調製液を作製した．作製した脾臓細胞調製液の一部を回収し，RNAを
抽出した．残りの脾臓細胞調製液からは磁気分離法により CD11c+細胞を単離し，CD11c+細
胞から RNA を抽出した．定量 RT-PCR により，脾臓細胞 (A)，CD11c+細胞 (B) における
Mx1，Viperin，Oasa1，ISG15 の遺伝子発現レベルを測定した．数値データは平均値±標準


















































第 3 節 JCM 5805 による in vitro での抗ウイルス因子発現増強メカニズムの検
証 
 
 最後に，JCM 5805 による抗ウイルス因子発現促進のメカニズムを in vitro 実験
によって検証した．マウス骨髄細胞から Flt3-Lを使用して誘導した pDCs を含む
BMDC に，TLR9 アゴニストである CpG ODN，JCM 5805 加熱死菌体，対照乳酸
菌である ATCC53103 加熱死菌体を添加した．24時間培養した後，各種抗ウイル
ス因子の遺伝子発現を測定した．その結果，CpG ODN 添加群または JCM 5805
添加群では対照群と比べて各種抗ウイルス因子の遺伝子発現が有意に増加した
（Figure 17A）． 
JCM 5805 による抗ウイルス因子の遺伝子発現増加が JCM 5805 によって刺激
された BMDC から産生される液性因子によるものなのか，培養上清を使用した






JCM 5805 による抗ウイルス因子の遺伝子発現増加が抑制された（Figure 17B）． 
これら JCM 5805 による液性因子を介した抗ウイルス因子の遺伝子発現増強
効果がデングウイルス感染組織である脾臓細胞でも起こるのか，同様に培養上












Figure 17. I型インターフェロンを介した JCM 5805による抗ウイルス因子の発現誘導 
BMDC に CpG ODN，JCM 5805 加熱死菌体，ATCC53103 加熱死菌体を添加し 24 時間培養
した．培養後，RNA 抽出のために細胞を回収した (A)．BMDC に JCM 5805 加熱死菌体と
ともに TLR9 アンタゴニストまたは抗インターフェロン/中和抗体を添加し，24時間培養
した．培養後，培養上清を回収し，別の BMDCと回収した培養上清を懸濁し 24時間培養し
た．培養後，RNA 抽出のために細胞を回収した (B)．BMDC に JCM 5805 加熱死菌体とと
もに TLR9 アンタゴニストまたは抗インターフェロン/中和抗体を添加し，24時間培養し
た．培養後，培養上清を回収し，脾臓細胞調製液と回収した培養上清を懸濁し 24時間培養
した．培養後，RNA 抽出のために細胞を回収した (C)．回収した各細胞からは RNA を抽出







































































































感染に対して抑制的な働きをすることから，本章では JCM 5805 のデングウイル
ス感染に対する効果を検証した． 





そこで，DENV Eden2 を使用し，JCM 5805のデングウイルス感染に対する効果
を検証した．その結果，脾臓と肝臓のウイルスタイター，血中における NS1 の
発現レベルから JCM 5805 の経口摂取がデングウイルス感染に対して予防的に
効果を発揮することが示された． 




















か検証した．抗ウイルス因子としては Mx1，Viperin，Oas1a，Isg15 の 4 つの遺






5'-オリゴアデニル酸合成酵素で ATP を基に 2'-5'-オリゴアデニル酸を合成、2'-5'-
オリゴアデニル酸はウイルス RNAを分解する RNase Lを活性化する(119)．JCM 
5805 の経口摂取は脾臓における Mx1 と Oas1a の発現を有意に高め，Viperin と
Isg15 の発現を高める傾向にあった．さらに，JCM 5805 はデングウイルス感染の





 In vitroの実験では，JCM 5805が抗ウイルス因子の発現を誘導することを示し，









































検証した．マウス骨髄細胞から M-CSFを使用して誘導した Bone-Marrow derived 
Macrophages (BMDM) に KW3110 加熱死菌体を添加し，24時間培養した．培養
後，LPS を添加，LPS 添加から 4 時間後に ATP を添加，ATP 添加から 1 時間後
に培養上清を回収し，上清中の IL-1濃度を測定した．その結果，KW3110 添加
群では対照群と比べて KW3110 の添加濃度依存的に IL-1産生が有意に抑制さ
れた（Figure 18A）．一方，KW3110 添加群では対照群と比べて LPS 刺激によっ
てのみ誘導される TNF-の産生が有意に高かったが，その産生量は KW3110 の
添加濃度依存的に減少した（Figure 18B）．次に，他の乳酸菌株でも同様にインフ
ラマソームの活性化を抑制するのか検証するため，ATCC53103 を使用した実験
によって検証した．BMDM に KW3110 加熱死菌体または ATCC53103 加熱死菌




ト法により活性型 caspase-1と成熟型 IL-1の発現量を評価した．活性型 caspase-
1 と成熟型 IL-1はそれぞれ p20 サブユニット，p17 サブユニットとして検出さ
れる．BMDM に KW3110 加熱死菌体または ATCC53103 加熱死菌体を添加し，
24 時間培養した．培養後，LPS と ATP によって BMDM を刺激し，細胞溶解物
または培養上清における各タンパクの発現量を評価した．その結果，KW3110 添
加群では培養上清中の caspase-1 と IL-1の発現が抑制された．一方で，pro-
49 
caspase-1，pro-IL-1，NLRP3 の発現に差はなかった（Figure 18E）．これらの結果
から，KW3110 は NLRP3 インフラマソームの活性化を抑制することで，IL-1産
生に抑制的に作用することが示唆された． 






KW3110 添加群では各種刺激によって誘導される caspase-1 の活性化が抑制され
た（Figure 19B）．インフラマソームには，NLRP3 インフラマソームに加えて，
AIM2，NLR family card domain containing protein 4（NLRC4）インフラマソームも
存在し，これらはそれぞれ poly (dA:dT) のトランスフェクション，細菌の構成
成分であるフラジェリンによって活性化される．そこで，KW3110がこれらのイ
ンフラマソーム活性化の抑制にも寄与するのか検証した．BMDM に KW3110 加
熱死菌体を添加し，24 時間培養した．培養後，LPS を添加，LPS 添加から 4 時
間後に poly (dA:dT) をトランスフェクション，または，フラジェリンを添加し，
培養上清中の IL-1濃度を測定した．その結果，KW3110 高濃度添加群において
のみ対照群と比べて IL-1産生が有意に抑制された（Figure 19C，19D）．以上の
結果から，KW3110 は NLRP3 インフラマソームだけでなく AIM2 や NLRC4 イ









Figure 18.  KW3110による IL-1産生と caspase-1活性化の抑制 
BMDMに異なる濃度の KW3110加熱死菌体を添加し，24時間培養した．培養後，BMDMに
LPS を添加し 4 時間刺激した後，更に ATP を添加し 1 時間刺激した．培養上清中の IL-1 
(A) と TNF- (B) 濃度を ELISA により測定した．BMDM に異なる濃度の KW3110 加熱死
菌体または ATCC53103 加熱死菌体を添加し，24時間培養した．培養後，BMDM に LPS を
添加し 4 時間刺激した後，更に ATP を添加し 1 時間刺激した．培養上清中の IL-1 (C) と
TNF- (D) 濃度を ELISA により測定した．培養上清または細胞溶解物中の各タンパク質発
現量をウェスタンブロットにより測定した (E)．数値データは平均値±標準誤差で示し，対


























































































































































































































Figure 19.  KW3110による NLRP3，AIM2，NLRC4インフラマソーム活性化の抑制 
BMDMに KW3110 加熱死菌体を添加し，24時間培養した．培養後，BMDM に LPS を添加
し 4 時間刺激した後，更に ATP，R837，アルミニウム塩，尿酸結晶を添加し 1 時間刺激し
た．培養上清中の IL-1濃度を ELISA により測定した (A)．培養上清または細胞溶解物中の
各タンパク質発現量をウェスタンブロットにより測定した (B)．BMDM に KW3110 加熱死
菌体を添加し，24時間培養した．培養後，BMDMに LPS を添加し 4時間刺激した後，更に
poly (dA:dT) をトランスフェクション，または，flagellinを添加し 6時間刺激した．培養上
清中の IL-1濃度を ELISA により測定した (C, D)．数値データは平均値±標準誤差で示し，
対照群に対し p<0.05 であるものを*，p<0.01 であるものを**で示した． 
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第 2節 KW3110 による IL-10を介したインフラマソームの抑制 
 
 次に，KW3110 によるインフラマソーム活性化の抑制が，KW3110 刺激によっ
てマクロファージから産生されるサイトカインなどの液性因子によるものなの
か検証した．BMDM に KW3110 加熱死菌体を添加し，24時間培養した後，培養
上清を回収した．回収した培養上清に別に誘導した BMDM を懸濁し，24時間培





は，KW3110 添加群同様に対照群と比べて IL-18産生が有意に抑制された（Figure 
20A）． 
様々な種類のサイトカインの中で，IL-10 は NLRP3 インフラマソームの活性
化を抑制することが報告されている(127-129)．そこで，BMDMに KW3110 加熱
死菌体または ATCC53103 加熱死菌体を添加し，6 時間または 24 時間培養した
後，培養上清中の IL-10と TNF-濃度を測定した．その結果，KW3110 添加群で
は ATCC53103 群と比べて IL-10 産生が有意に高く，一方で，TNF-産生は有意
に低かった（Figure 20B）．そこで KW3110 刺激によってマクロファージから産
生される IL-10がインフラマソーム活性化抑制に寄与するのか検証した．siRNA
処理によってマウスマクロファージ様細胞株 J774A.1の内在性 IL-10をノックダ
ウンしたところ，KW3110 による IL-1産生抑制効果が消失した（Figure 20C）．
siRNA による実験に加えて，抗 IL-10 受容体中和抗体を使用した実験を実施し
た．BMDM に KW3110 加熱死菌体とともに抗 IL-10 受容体中和抗体を添加し，
53 
24 時間培養した．培養後，LPS と ATP によって BMDM を刺激し，培養上清中
の IL-1濃度を測定した．その結果，抗 IL-10 受容体中和抗体により，KW3110
による NLRP3，AIM2，NLRC4 インフラマソーム依存的 IL-1産生の抑制が部分
的に消失した（Figure 20D，20E，20F）．また，抗 IL-10受容体中和抗体により，
KW3110 による NLRP3 インフラマソーム依存的 caspase-1 活性化の抑制が部分






Figure 20. KW3110による IL-10に依存的インフラマソーム抑制効果 
BMDM に KW3110 加熱死菌体または ATCC53103 加熱死菌体を添加し，24 時間培養した．
培養後，培養上清を回収し，別の BMDM と回収した培養上清を懸濁し 24 時間培養した．
培養後，BMDMに LPSを添加し 4時間刺激した後，更に ATP を添加し 1時間刺激した．培
養上清中の IL-1濃度を ELISA により測定した (A)．BMDM に KW3110 加熱死菌体または
ATCC53103 加熱死菌体を添加し，6時間または 24時間培養した．培養上清中の IL-10 (B) と










































































































































































































































































































































































LPS + Poly (dA:dT)
55 
加熱死菌体を添加し，24 時間培養した．培養後，BMDM に LPS を添加し 4 時間刺激した
後，更に ATP を添加し 1時間，poly (dA:dT) をトランスフェクション，または，flagellinを







第 3節 KW3110 の貪食と NOD2刺激による IL-10産生機構 
 
KW3110によるインフラマソーム活性化の抑制が IL-10に依存することが明ら
かとなったため，KW3110 による IL-10 誘導メカニズムを検証した．はじめに，
マクロファージによる KW3110 の貪食の影響を検証するため，貪食阻害剤であ
る Cytochalasin D を使用した実験を実施した．BMDM に KW3110 加熱死菌体と
ともに Cytochalasin D を添加し，24時間培養した後，培養上清中の IL-10濃度を
測定した．その結果，Cytochalasin D 処理により，KW3110 による IL-10 産生が
有意に抑制された（Figure 21A，21B）．また，Cytochalasin D処理により，KW3110
による NLRP3 インフラマソーム活性化抑制効果が消失した（Figure 21C，21D）．
KW3110 による IL-10 産生誘導のさらに詳細なメカニズムを検証するため，自然
免疫受容体の中和抗体もしくは阻害剤を使用した実験を実施した．BMDM に
KW3110 加熱死菌体とともに抗 TLR2 中和抗体，抗 TLR4 中和抗体，抗 Dectin-1
中和抗体，NOD1 阻害剤，NOD2阻害剤を添加し，24時間培養した後，培養上清
中の IL-10濃度を測定した．その結果，NOD2 阻害剤処理により，KW3110 によ
る IL-10産生誘導が有意に抑制された（Figure 21E）．さらに，siRNA 処理によっ
て J774A.1細胞の内在性 NOD2をノックダウンしたところ，KW3110 による IL-
10 産生が消失した（Figure 21F）．活性化された NOD2 は receptor-interacting 
serine/threonine-protein kinase 2 (RIPK2) と相互作用し，mitogen-activated protein 
kinase（MAPK）経路を活性化する．そこで，KW3110 による IL-10 産生誘導に
MAPK が関与するのか検証した．BMDM に KW3110 加熱死菌体とともに ERK
阻害剤，p38 阻害剤，JNK 阻害剤を添加し，24 時間培養した後，培養上清中の
IL-10濃度を測定した．その結果，全ての MAPK 阻害剤処理により，KW3110 に
よる IL-10産生誘導が有意に抑制された（Figure 21G）．さらに，KW3110 による
57 
BMDM における ERK リン酸化の発現を検証したところ，KW3110 添加群では
ATCC53103 群に比べて，リン酸化 ERKの発現が高かった（Figure 21H）．以上の
結果から，KW3110 はマクロファージに貪食され，NOD2が関与するシグナルを























































































































































































































































































































































BMDMに Cytochalasin Dまたは DMSO とともに KW3110 加熱死菌体を添加し，24時間培養
した．培養上清中の IL-10 濃度を ELISA により測定した (A)．BMDM に Cytochalasin D ま
たは DMSOとともに KW3110加熱死菌体を添加し，6時間培養した．培養後，BMDMを回
収し RNA を抽出した．定量 RT-PCR により，IL-10 の遺伝子発現レベルを測定した (B)．
BMDMに Cytochalasin Dまたは DMSO とともに KW3110 加熱死菌体を添加し，24時間培養
した．培養後，BMDMに LPS を添加し 4時間刺激した後，更に ATP を添加し 1時間刺激し
た．培養上清中の IL-1濃度を ELISA により測定した (C)．培養上清または細胞溶解物中の
各タンパク質発現量をウェスタンブロットにより測定した (D)．BMDM に抗 TLR2 中和抗
体，抗 TLR4中和抗体，抗Dectin-1中和抗体，NOD1inhibitor (ML130)，NOD2 inhibitor (Gefitinib)，
コントロール抗体，DMSO とともに KW3110加熱死菌体を添加し，24時間培養した．培養
上清中の IL-10 濃度を ELISA により測定した (E)．BMDM に ERK inhibitor (U0126)，p38 
inhibitor (SB203580)，JNK inhibitor (SP600125)，DMSOとともに KW3110加熱死菌体を添加
し，24 時間培養した．培養上清中の IL-10 濃度を ELISA により測定した (F)．BMDM に








第 4節 KW3110 摂取による NLRP3 インフラマソーム関連炎症疾病の制御 
 
















面積 (Area Under the Curve ；AUC) が有意に低下した（Figure 23B，23C）．イン
スリン抵抗性について，KW3110 摂取群では対照群と比べて，インスリン投与





が内臓脂肪への T細胞浸潤抑制に寄与するのか，内臓脂肪における CD4+ T細胞
数，CD8+ T細胞数を評価した．その結果，KW3110 摂取群では対照群と比べて，










Figure 22.  KW3110経口摂取による尿酸結晶誘導性好中球浸潤の抑制 
KW3110加熱死菌体を 2週間経口摂取させた後，対照群，KW3110摂取群の各個体に PBS ま
たは 100 mgの尿酸結晶を腹腔内投与した．尿酸結晶投与から 6時間後，腹腔液中に存在す
る細胞を回収した．回収した腹腔液中の細胞のうち好中球の細胞数を Flow Cytometry によ
り測定した．好中球は Ly-6G+CD11b+の細胞集団とした．各個体の値は記号で，各群の平均
































Figure 23.  KW3110 経口摂取による高脂肪食誘導性インスリン抵抗性と T 細胞浸潤の抑
制 
標準食または高脂肪食とともに KW3110加熱死菌体を 16週間経口摂取させた．摂取期間中
は毎週体重を測定した (A)．16週間の摂取後，各個体の耐糖能 (B，C) とインスリン抵抗性 
(D，E) を測定した．各個体から内臓脂肪を回収し，分散処理した．分散処理した内臓脂肪
細胞のうち CD4+ T 細胞 (F) または CD8+ T 細胞 (G) の細胞数を Flow Cytometry により測
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線で示し，対照群に対し p<0.05 であるものを*，p<0.01 であるものを**で示した．  
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響を受けやすく，NLRP3 インフラマソームが T 細胞の老化を促進することが報
告されている(58,59)．そこで，老齢マウスを使用し，T細胞老化と関連性のある
細胞表面マーカーの発現に対する KW3110 摂取の効果を検証した．7 カ月齢の
マウスに KW3110 を 6 カ月間経口摂取させ，脾臓における CD4+ T 細胞のうち，
CD44-CD62L+naïve CD4+ T 細胞の割合，CD44+CD62L-effector/memory CD4+ T 細
胞の割合，PD-1+ CD4+ T細胞の割合を評価した．若齢対照として，6週齢のマウ
スを使用した．その結果，KW3110 摂取群では対照群と比べて，加齢によって誘
導 さ れ る CD44-CD62L+naïve CD4+ T 細 胞 割 合 の 減 少 ， CD44+CD62L-










Figure 24.  KW3110経口摂取による T細胞老化進行の抑制 
KW3110加熱死菌体を 7カ月齢の個体に 6カ月間経口投与した．6週齢の個体は若齢対照と
した．6 カ月間の投与後，脾臓を回収し分散処理した．脾臓細胞調製液中のナイーブ CD4+T
細胞，エフェクター/メモリーCD4+T 細胞 (A)，PD-1+CD4+T 細胞 (B) を Flow Cytometry に
より測定し，CD4+T 細胞におけるナイーブ CD4+T細胞の割合 (C)，エフェクター/メモリー
CD4+T 細胞の割合 (D)，PD-1+CD4+T 細胞の割合 (E) を算出した．ナイーブ CD4+T 細胞は
CD3+CD4+CD44-CD62L+ の 細 胞 集 団 ， エ フ ェ ク タ ー / メ モ リ ー CD4+T 細 胞 は
CD3+CD4+CD44+CD62L-の細胞集団，PD-1+CD4+T 細胞は CD3+CD4+PD-1+の細胞集団とした．
内臓脂肪は RIPAバッファー中で可溶化処理し，各タンパク質発現量をウェスタンブロット
により測定した (F)．数値データは平均値±標準誤差で示し，対照群に対し p<0.05 であるも



















































































































134)．本章では KW3110 が in vitro でインフラマソームの活性化を抑制すること
を見出し，さらに，KW3110 の継続的な経口摂取は尿酸結晶誘導性腹膜炎，高脂
肪食誘導性インスリン抵抗性，加齢に伴う T 細胞老化といった NLRP3 インフラ
マソームが関与する炎症関連疾患に対して予防的効果を発揮することを明らか
にした． 
 NLRP3 インフラマソームは 2 つのシグナルによって制御されている．1 つは
LPSや他の TLRsアゴニストによる NF-Bの活性化を介した pro-IL-1と NLRP3
の合成であり (signal 1)，もう 1つはインフラマソーム構成タンパクの複合体形
成とそれに伴う caspase-1の活性化である (signal 2)．ウェスタンブロットの結果
では KW3110 は caspase-1 の活性化を抑制するが pro-IL-1の発現に影響を与え
ないことがわかり，KW3110 は signal 2 に対して抑制的に作用することが示され













により産生される ROS や ROS により酸化を受けたミトコンドリア DNA は
NLRP3 インフラマソームの主要な活性化因子であり，KW3110 は IL-10 の産生
を介してマイトファジーを誘導し，ミトコンドリア ROS の産生を抑制している
のかもしれない(135,136)．ATCC53103 も IL-10 産生を誘導する一方で，本株は
インフラマソームに対して抑制的な効果を示さなかった．いくつかの研究から
TNF-が caspase-1 の活性化と IL-1産生を促進することがわかっている(137-




理によって caspase-1 の発現が強く誘導されることがわかっている．IL-10 はイ
ンフラマソーム活性化に対する抑制的作用に加えて，TNF-産生も抑制すること
が報告されている(140,141)．TNF-産生量が KW3110 添加濃度依存的に減少し
たことから，KW3110 刺激によって産生された IL-10が TNF-の産生に対しても
抑制的に働いた可能性が考えられる． 
 KW3110 刺激によるマクロファージからの IL-10 産生は貪食作用と NOD2 シ
グナルに依存することを示した．NOD2 は細胞質において muramyl dipeptides 
(MDP) を含む細菌のペプチドグリカン断片を認識し，RIPK2 をリクルート，そ





ペプチドトランスポーターである SLC15A3 と SLC15A4 が分解されたペプチド
グリカンの排出を媒介することで NOD2と RIPK2をリクルートすることを示し
ている(147)．KW3110 によって誘導される IL-10 産生は貪食と NOD2 シグナル
の阻害により消失することから，貪食された KW3110 がエンドソーム内で分解
され，KW3110 由来のペプチドグリカンが NOD2 シグナルを刺激することで
MAPK シグナルの活性化とそれに伴う IL-10 産生が誘導されるものと考えられ
























胞浸潤を抑制したことは，KW3110 の NLRP3 インフラマソーム抑制効果を支持
するものである． 















 特定の常在細菌が NLRP3 インフラマソームを活性化し，その結果，大腸の炎
症を誘導することが報告されてきた(81,155)．一方で，病原性，非病原性に関わ
らず細菌がインフラマソームを抑制することは知られていなかった．本研究で















期待される．本研究では，2つの乳酸菌 Lactococcus lactis JCM 5805と Lactobacillus 
paracasei KW3110 の免疫調節機能に関する研究を行った．pDCs を活性化する乳









































































 本研究で使用した乳酸菌は，Japan Collection of Microorganisms，小岩井乳業株
式会社，American Type Culture Collection から入手した．JCM 5805 は 30℃で 48
時間，M17 培地 (Thermo Fisher Scientific) で培養した．KW3110 と ATCC53103
は 37℃で 48時間，MRS 培地 (Thermo Fisher Scientific) で培養した．培養した乳













 細胞は以下の蛍光色素結合抗体またはテトラマーで染色した：MHC I-FITC 
(28-14-8) (Thermo Fisher Scientific)， MHC II-FITC (M5/114.15.2) (Thermo Fisher 
Scientific)，CD8-FITC (KT15) (MBL)，CD11b-PE (M1/70) (Thermo Fisher Scientific)，
CD80-APC (16-10A1) (Thermo Fisher Scientific)，CD86-APC (GL1) (Thermo Fisher 
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Scientific)，CD4-APC (RM4-5) (Thermo Fisher Scientific)，CD3e-APC-Cy7 (145-2C11) 
(BD)，B220-APC-Cy7 (RA3-6B2) (BD)，CD11c-PE-Cy7 (N418) (Thermo Fisher 
Scientific)，H-2Db Influenza PA Tetramer-SSLENFRAYV-PE (MBL)，CD11b-PE-Cy7 
(M1/70) (BD)，CD62L-APC (MEL-14) (BD)，CD8-PE-Cy7 (53-6.7) (Thermo Fisher 
Scientific), CD44-PE-Cy7 (IM7) (Thermo Fisher Scientific), PD-1-FITC (J43) (Thermo 
Fisher Scientific), CD4-PE (GK1.5) (Thermo Fisher Scientific)，CD8-PE (54-6.7) 
(Thermo Fisher Scientific)，Ly6G-APC (1A8) (BioLegend)，7-AAD (BD)．染色後，
細胞を FACS buffer (0.5% BSA in PBS) で 2回洗浄した後，4%パラホルムアルデ
ヒド (Wako) に懸濁し，FACS 解析に使用した．FACS Canto II (BD) により細胞
を検出し，FlowJo (BD) により解析した． 
 
ELISA 
 培養上清中の各種サイトカイン濃度は ELISA キットの手順に従い測定した．
マウス IFN- ELISA キットは PBLより，マウス IFN-，IL-2，IL-4，IL-1，TNF-
 ELISA キットは Thermo Fisher Scientific より，IL-18 ELISA キットは MBL よ
り，IL-10 ELISA キットは BD より入手した．血漿中の NS1 濃度は DENV NS1 
ELISA キット (Biocompare) の手順に従い測定した．血漿中の抗 PA 抗体は以下
の手順に沿って測定した．MaxiSorp ELISA プレート (Nunc) に 20 mg/ml の PA 
(MBL) を添加し，室温で Overnight 処理することでコーティング処理した．プレ
ートを洗浄とブロッキング処理した後，各 well に血漿を添加し，2 時間反応さ
せた．検出には HRP結合 anti-mouse IgG，IgG2a，IgE (Bethyl) を使用した．基質





 脾臓は Ca2+ Mg2+非含有 HBSS (Thermo Fisher Scientific) 中でハサミにより細か
く刻み，37℃で 20分間，1 mg/ml のコラゲナーゼ (Sigma) 存在下で分散処理し
た．組織分散液は 100 mm のセルストレーナーに通し，Red Blood Cell Lysis Buffer 
(Sigma) と室温で 5 分間反応させることで赤血球を除去した．赤血球を除去した




C57BL/6J マウス大腿骨より回収した骨髄細胞は Red Blood Cell Lysis Buffer 
(Sigma) と室温で 1 分間反応させることで赤血球を除去した.  赤血球を除去し
た骨髄細胞は 70 mm のセルストレーナーに通し，100 ng/ml の Flt3-L (R&D)，1 
mM の sodium pyruvate (Thermo Fisher Scientific)，2.5 mM の HEPES (Thermo Fisher 
Scientific)，100 U/ml の penicillin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific)，50 mM の
2-mercaptoethanol (Thermo Fisher Scientific)，10%の fetal bovine serum を含む RPMI-
1640培地 (Thermo Fisher Scientific) に 5×105 cells/ml で懸濁し， 37℃で 7日間培
養した．7日間の培養後，RPMI-1640培地で洗浄し，BMDC とした． 
作製した BMDC は 10%の fetal bovine serum を含む RPMI-1640 培地に 1×106 
cells/ml で懸濁し，10 mg/ml の JCM 5805 加熱死菌体または ATCC53103 加熱死菌
体とともに 24 時間培養した．TLR9 シグナルを遮断する際には，乳酸菌ととも





 NK 細胞の標的細胞である YAC-1 細胞を 3, 3'-dioctadecyloxacarbocyanine 
perchlorate (DiO ; Sigma) で染色し，染色した 5×104 cells の YAC-1 細胞は 5×106 
cellsの脾臓細胞と共に 96well丸底プレートに添加し，37℃で 4時間共培養した．
一部の脾臓細胞には 10 mg/ml の JCM 5805 を添加し，18 時間培養することで刺
激した後，YAC-1細胞との共培養に使用した．4時間の共培養後，死細胞を染色
するため細胞に 20 ml の propidium iodide (PI ; 0.5 mg/ml in PBS, Wako) を添加し
た．PI添加から 15分後，各 well から細胞を回収し，FACS Canto II (BD) により
YAC-1細胞のうち死細胞の割合を検出し，FlowJo (BD) により解析した．DiO染
色された YAC-1 細胞は緑色蛍光で，PI 陽性の死細胞は赤色蛍光で同定した．
Effector細胞特異的な YAC-1細胞の死滅率を NK細胞の細胞傷害活性とした． 
乳酸菌摂取による NK 細胞活性の効果検証時は，5 週齢の C57BL/6J 雌マウス
を購入し，1 週間飼料 (AIN-93G ; オリエンタル酵母) と水を自由摂取させ順化
させた．順化後，体重をもとに 1群 8匹の 2 群に分け，対照群には AIN-93Gを，
JCM 5805 摂取群には 1日当たり 1 mgの摂取となるように調製された JCM 5805





 1×106 cells/mlに調製したOT-Iマウス由来の脾臓細胞調製液には 10 mMのOVA
ペプチド 257-264 (MBL) を，OT-II マウス由来の脾臓細胞調製液には 10 mM の





BMDCと抗原特異的 T 細胞の共培養実験 
 OT-I マウス由来の脾臓細胞調製液からは CD8+T 細胞を，OT-II マウス由来の
脾臓細胞調製液からは CD4+T 細胞をそれぞれ CD8+T Cell または CD4+T Cell 
Isolation Kit (Miltenyi) を使用して単離した．BMDC は 10 mg/ml の JCM 5805 加
熱死菌体と 1 mM の OVA ペプチド 257-264 または 1 mM の OVA ペプチド 323-
339とともに 24時間培養した．OVAペプチド 257-264と培養した BMDC は OT-





 6週齢の C57BL/6J 雌マウスを購入し，1週間飼料 (AIN-93G ; オリエンタル酵
母) と水を自由摂取させ順化させた．順化後，体重をもとに 1群 8匹の 2群に分
け，対照群には AIN-93Gを，JCM 5805 摂取群には 1日当たり 1 mgの摂取とな
るように調製された JCM 5805 加熱死菌体含有 AIN-93Gを 2週間摂取させた．2
週間後，Complete Freund's adjuvant (Sigma) 中でエマルジョン化した Influenza PA 
peptide (MBL) 10 mgを各個体に腹腔内投与した．JCM 5805 加熱死菌体の経口投
与はペプチド投与後も継続して実施した．抗原投与から 12日後，マウスに安楽
殺を施し，各個体から脾臓と血液を回収した．脾臓における抗原特異的な CD8+T







 本研究では DENV strain Eden2 を使用した．DENV Eden2 は Duke‑NUS Medical 
School の Ashley L. St. John 博士から，C6/36 細胞と Baby hamster kidney 21 (BHK-
21) 細胞は大阪医科大学の鈴木陽一博士から贈与された．DENV Eden2 は C6/36
細胞で生育させた．C6/36 細胞は 100 U/ml の penicillin-streptomycin (Thermo Fisher 
Scientific)，10%の fetal bovine serum を含む RPMI-1640 培地  (Thermo Fisher 
Scientific) で継代維持した．C6/36 細胞がコンフルエントになった後に MOI 0.01
で DENV Eden2 を感染させ，28℃で 1 時間培養した．1 時間の培養後，培地を
10%の fetal bovine serum を含む RPMI-1640 培地に交換し，5-7日間培養した．5-
7日間の培養後，上清を回収し，4℃，800×G，10分間の遠心処理で細胞片を除
去した後，上清をウイルス調製液とした．ウイルスタイターは BHK-21細胞を使
用したプラークアッセイによって測定した．BHK-21 細胞は 10%の fetal bovine 
serum を含む RPMI-1640 培地でコンフルエントになるまで 24well プレートで培
養した．培養上清を除去し，10，102，103，104，105，106倍希釈したウイルス液
200 ml を感染させた．プレートは 37℃で 1 時間培養し，1 度洗浄した後，1%の
カルボキシメチルセルロースを混合した 100 U/ml の penicillin-streptomycin，2%
の fetal bovine serum を含む RPMI-1640培地培地 0.5 ml を各 well に添加した．プ
レートは 37℃で 5-6 日間培養した．培養後，細胞は室温で 1時間 4%パラホルム





 6週齢の C57BL/6J 雌マウスを購入し，1週間飼料 (AIN-93G ; オリエンタル酵
母) と水を自由摂取させ順化させた．順化後，体重をもとに 1 群 16 匹の 2 群に
分け，対照群には AIN-93Gを，JCM 5805 摂取群には 1日当たり 1 mgの摂取と
なるように調製された JCM 5805加熱死菌体含有AIN-93Gを 2週間摂取させた．
2週間後，5×107 pfu/ml に調製された DENV 調製液 200 ml を各個体に腹腔内投与
した．生体内のウイルス量がピークとなる投与 2 日後と 3 日後，マウスに安楽
殺を施し，各個体から脾臓，肝臓，血液を回収した．脾臓と肝臓は TRIzol 溶液 
(Thermo Fisher Scientific) 中で 1 分間ホモジネートし，RNA 抽出に使用した．
RNA はフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール法によって抽出した．




 6週齢の C57BL/6J 雌マウスを購入し，1週間飼料 (AIN-93G ; オリエンタル酵
母) と水を自由摂取させ順化させた．順化後，体重をもとに 1 群 10 匹の 2 群に
分け，対照群には AIN-93Gを，JCM 5805 摂取群には 1日当たり 1 mgの摂取と
なるように調製された JCM 5805加熱死菌体含有AIN-93Gを 2週間摂取させた．
2週間後，マウスに安楽殺を施し，各個体から脾臓を回収した．回収した脾臓か
ら脾臓細胞調製液を作製し，一部の脾臓細胞調製液からは CD11c Microbeads 
(Miltenyi) を使用して CD11c+細胞を単離した．脾臓細胞調製液，CD11c+細胞と
もに RNAlater solution (Thermo Fisher Scientific) に懸濁し，RNA抽出時まで保管
した． 
 
In vitro 抗ウイルス因子の発現検証 
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 BMDC を 10%の fetal bovine serum を含む RPMI-1640 培地に 2×105 cells/ml で
懸濁し，1 mM の CpG ODN (Invivogen)， 10 mg/ml の JCM 5805加熱死菌体また
は ATCC53103 加熱死菌体とともに 24時間培養した．TLR9 シグナルを遮断する
ために，乳酸菌とともに TLR9 antagonist (Invivogen) を添加した．IFN-/を中和
するために，乳酸菌とともに抗 IFN-と抗 IFN-抗体 (PBL) を添加した．培養
後，培養上清を回収し，別の BMDC または脾臓細胞を回収した培養上清に懸濁




 脾臓と肝臓からの Total RNA は TRIzol 溶液 (Thermo Fisher Scientific) を使用
して抽出した．抽出した Total RNAは RNeasy mini kit (Qiagen) に従い精製した．
脾臓細胞，CD11c+細胞，BMDC，BMDMからの Total RNAは RNeasy mini kit に
従い抽出・精製した．Complementary DNA は iScript cDNA synthesis kit (BioRad) 
に従い作製した．定量 RT-PCR は SYBR Premix Ex Tar (Takara) と LightCycler 480 
(Roche) を使用した．PCR 条件は以下の通り：2-Step Cycling，95℃ for 10 sec hold, 
45 cycles of 95℃ for 5 sec and 60℃ for 20 sec．全ての値は GAPDH の発現量で標
準化した．使用したプライマーは以下の通り：GAPDH forward, 5'‑TGTGTCCGT 
CGTGGATCTGA‑3' and reverse, 5'‑TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG‑3'; interleukin 
(IL)‑6 forward, 5'‑CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA‑3' and reverse, 5'‑TGCAAG 
TGCATCATCGTTGTTC‑ 3';tumor necrosis factor α (TNFα) forward, 5'‑ACTCCA 
GGCGGTGCCTATGT‑3' and reverse, 5'‑GTGAGGGTCTGGGCCATAGAA‑3'; IL‑1β 
forward, 5'‑TCCAGGATGAGGACATGAGCAC‑ 3' and reverse, 
5'‑GAACGTCACACACCAGCAGGTTA‑3'; monocyte chemoattractant protein 1 
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(MCP‑1) forward,5'‑AGCAGCAGGTGTCCCAAAGA‑3' and reverse, 
5'‑GTGCTGAAGACCTTAGGGCAGA‑3'; IFNγ forward, 
5'‑CGGCACAGTCATTGAAAGCCTA‑3' and reverse, 
5'‑GTTGCTGATGGCCTGATTGTC‑3'; interferon‑induced GTP‑bindingprotein Mx1 
(Mx1) forward, 5'‑AATGTGGACATTGCTACCACAGA‑3' and reverse, 
5'‑GGTTCCGCATCACATCCAAG‑3'; Viperin forward, 5'‑CCGCAGTAA 
CTCAGCTCATGGA‑3' and reverse, 5'‑CTGAGCATTAGACCTCATCTGGACA‑3'; 
2'‑5'‑oligoadenylate synthase 1A (Oas1a) forward,5'‑TGCTGCCAGCCTTTGATGTC‑ 3' 
and reverse, 5'‑TCCTCGATGAGGATGGCATAGA‑3'; ISG15 forward, 5'‑CTGTGA 
GAGCAAGCAGCCAGA‑3' and reverse, 5'‑GAGTTAGTCACGGACACCAGG AA‑3'; 




 RNAの抽出と精製は上述した通り実施した．定量 RT-PCRは TaqMan Fast Virus 
1-Step Master Mix (Thermo Fisher Scientific) と LightCycler 480 を使用した．PCR
条件は以下の通り：2‑Step Cycling, 50℃ for 5 min hold, 45 cycles of 95℃ for 20 sec 
and 60℃ for 30 sec．全ての値は GAPDHの発現量で標準化した．使用したプラ
イ マ ー と プ ロ ー ブ は 以 下 の 通 り ： GAPDH forward, 
5'‑CTTCACCACCATGGAGAAGGC‑ 3' and reverse, 
5'‑GGCATGGACTGTGGTCATGAG‑3';GAPDH probe, 5'‑(6‑FAM)‑CCT 
GGCCAAGGTCATCCATGACAACTTT‑(TAMRA)‑3'; DENV Eden2 forward, 
5'‑CATATTGACGCTGGGAAAGA‑3' and reverse, 5'‑AGAACCTGTTGATTCAAC‑ 3'; 
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 BALB/c マウス大腿骨より回収した骨髄細胞は Red Blood Cell Lysis Buffer 
(Sigma) と室温で 1 分間反応させることで赤血球を除去した.  赤血球を除去し
た骨髄細胞は 70 mm の細胞ストレーナーに通し，100 ng/ml のM-CSF (R&D)，1 
mM の sodium pyruvate (Thermo Fisher Scientific)，2.5 mM の HEPES (Thermo Fisher 
Scientific)，100 U/ml の penicillin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific)，50 mM の
2-mercaptoethanol (Thermo Fisher Scientific)，10%の fetal bovine serum を含む RPMI-
1640培地 (Thermo Fisher Scientific) に 5×105 cells/ml で懸濁し， 37℃で 7日間培
養した．7日間の培養後，RPMI-1640培地で洗浄し，BMDMとした． 
インフラマソームの活性化を検証するため，BMDM を Opti-MEM (Thermo 
Fisher Scientific) に置換し，1×106 cells/ml で懸濁後，24well プレートに播種，10 
mg/ml の KW3110 加熱死菌体または ATCC53103 加熱死菌体とともに 24 時間培
養した．培養上清を使用する実験では，乳酸菌刺激した BMDMを 1.5 ml チュー
ブに回収し，1300 rpm，5分で遠心後，培養上清を回収し，別に調製した BMDM
をこれらの培養上清に懸濁し培養した．いくつかの実験では，KW3110 加熱死菌
体添加 30分前に，10 mg/ml の抗 IL-10 R 抗体 (R&D) または 2 mM の Cytochalasin 
D (Sigma) を添加した．乳酸菌添加から 24 時間の培養後，BMDM に 1 mg/ml の
LPS (Invivogen) を添加，LPS 添加から 4時間後に 2 mM の ATP (Sigma) を添加
し 1時間後に培養上清と細胞を回収，または，LPS 添加から 4時間後に 250 mg/ml
のMSU (Invivogen)，400 mg/ml の Alum (Thermo Fisher Scientific)，15 mg/ml の R837 
(Invivogen)，3 mg/ml の flagellin (Invivogen) を添加し 6時間後に培養上清と細胞
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を回収，または，LPS 添加から 4 時間後に 0.5 mg/mlpoly (dA:dT) を 1 ml/ml の
Lipofectamine (Thermo Fisher Scientific) を使用してトランスフェクションし 6時
間後に培養上清と細胞を回収した．IL-18 産生を検証する際には，BMDM に 1 
mg/ml の LPS (Invivogen) を添加，LPS 添加から 7時間後に 2 mM の ATP (Sigma) 
を添加し 1時間後に培養上清と細胞を回収した． 
IL-10産生を検証するため，BMDMは 1 mM の sodium pyruvate (Thermo Fisher 
Scientific)，2.5 mM の HEPES (Thermo Fisher Scientific)，100 U/ml の penicillin-
streptomycin (Thermo Fisher Scientific)，50 mM の 2-mercaptoethanol (Thermo Fisher 
Scientific)，10%の fetal bovine serum を含む RPMI-1640 培地  (Thermo Fisher 
Scientific) に懸濁し，10 mg/ml の KW3110 加熱死菌体または ATCC53103 加熱死
菌体とともに 24時間培養した．培養後，培養上清を回収し，ELISA によって解
析した．定量 RT-PCR による IL-10 遺伝子発現を検証する際には，BMDM に乳
酸菌を添加し，6時間後に細胞を回収した．ウェスタンブロットによる細胞内の
ERK発現を検証する際には，BMDMに乳酸菌を添加し，15分後に細胞を回収し
た．いくつかの実験では，KW3110加熱死菌体添加 30分前に，2 mMのCytochalasin 
D，1 mg/ml の抗 TLR2 中和抗体 (Invivogen)，1 mg/ml の抗 TLR4 中和抗体 
(Invivogen)，3 mg/mlの抗Dectin-1中和抗体 (Invivogen)，20 mMのGefetinib (Tocris)，
5 mM のML130 (Merck)，2.5 mM の U0126 (Merck)，5 mM の SB203580 (Merck)，
10 mM の SP600125 (Merck) を添加した． 
 
siRNAによる RNA 干渉 
 J774A.1細胞は 10%の fetal bovine serumを含む DMEM培地 (Sigma) で継代維
持した．J774A.1 細胞を 3×105 cells/well の条件で 12well プレートに播種し，
DharmaFECT (GE Healthcare) に従い 100 nM の small interfering RNA をトランス
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フェクションした．24 時間の培養後，培地を新しい DMEM 培地に置換し，10 
mg/ml の KW3110 加熱死菌体とともに 24時間培養した．培養後，細胞を LPS と
ATP で刺激し，培養上清と細胞を回収した． IL-10 mRNA 特異的 siRNA
（ siGENOME SMARTpool siRNA D-040975），NOD2 mRNA 特異的 siRNA
（(siGENOME SMARTpool siRNA D-052735），non-targeting siRNA（siGENOME 




 細胞は RIPA buffer (Wako) で可溶化処理し，調製した細胞溶解液は SDS sample 
buffer (BIORAD) 中で加熱処理した．培養上清はメタノール/クロロホルム法で
タンパク質を沈殿させ，ペレットは SDS sample buffer に懸濁し加熱処理した．
マウス内臓脂肪，肝臓は回収後すぐに液体窒素で凍結し，液体窒素で冷却しなが
らマルチビーズショッカー (安井器械) で粉末状にした．粉末状にした組織は
RIPA bufferで可溶化処理し，調製した組織溶解液は SDS sample buffer中で加熱
処理した．SDS-PAGE で分離したサンプルは PVDF 膜に転写し，一次抗体を作
用させた後，anti-rabbit または anti-mouse HRP 抗体を作用させた．PVDF 膜は
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) でスキャンした．一次抗体である Anti-
mouse caspase-1 (p20) 抗体と anti-mouse NLRP3 抗体は Adipogenから，Anti-mouse 
IL-1抗体，anti-mouse ERK 抗体，anti-mouse phosphorylated ERK 抗体，anti-mouse 
-actin 抗体は Cell Signaling から，二次抗体である HRP 標識 anti-mouse IgG と




 6週齢の C57BL/6J 雌マウスを購入し，1週間飼料 (AIN-93G ; オリエンタル酵
母) と水を自由摂取させ順化させた．順化後，体重をもとに 1 群 13 匹の 2 群に
分け，対照群には AIN-93G を，KW3110 摂取群には 1 日当たり 10 mg の摂取と
なるように調製された KW3110 加熱死菌体含有 AIN-93G を 2 週間摂取させた． 
2週間後，各群の 10 匹には 100 mgのMSU を腹腔内投与，各群の 3匹には PBS
を腹腔内投与し，投与から 6時間後にマウスに安楽殺を施し，3% FCS を含む 5 
ml の PBS で腹腔洗浄液を回収した．1300rpm，4℃，5分の条件で遠心により細
胞を沈殿させ，細胞数を測定した．続いて，腹腔洗浄液中の好中球を検出するた





 4週齢の C57BL/6J 雄マウスを購入し，1週間飼料 (AIN-93G ; オリエンタル酵
母) と水を自由摂取させ順化させた．マウスを標準食 (D12450J ; Research diets) 
摂取群（n=5），KW3110 加熱死菌体含有標準食摂取群（n=5），高脂肪食 (D12492 ; 
Research diets) 摂取群（n=15），KW3110 加熱死菌体含有高脂肪食摂取群（n=15）
の 4群に分け，KW3110 摂取群には 1日当たり 1 mgの摂取となるように飼料を
調製した．体重は週に 1 回測定し，16 週間に渡って KW3110 加熱死菌体を摂取
させた．グルコース負荷試験では，マウスを 16 時間絶食させた後，1 g/体重 kg
のグルコースを腹腔内投与した．グルコース投与 0分，15分，30分，60分，120
分後に尾静脈から血液を回収した．インスリン抵抗性試験では，マウスを 6 時
間絶食させた後，1 U/体重 kgのインスリン (Sigma) を腹腔内投与した．インス
89 
リン投与 0 分，30 分，60 分，120 分後に尾静脈から血液を回収した．血糖値は
グルテスト Neoアルファ (三和化学研究所) で測定した． 
 
内臓脂肪細胞懸濁液の調製 
 内臓脂肪を回収後，ハサミを使用し 5 mlの HBSS 中で細かく切り刻んだ．細
かくした内臓細胞は 1 mg/ml の collagenase II 溶液 (Worthington Biochemical) 中
で 37℃，40分間分散処理した．分散処理した内臓脂肪組織は 1000×gで 10分間
遠心処理し，ペレットは氷冷した PBS で洗浄後，70 mm のフィルターメッシュ
に通した．Red Blood Cell Lysis Buffer と室温で 5分間反応させることで赤血球を
除去し，FACS buffer に懸濁して細胞懸濁液とした．細胞数を測定した後，CD4+T
細胞を検出するため CD3 と CD4 を染色し，CD8+T 細胞を検出するため CD3 と
CD8を染色し，FACS Canto II (BD)により検出した．内臓脂肪中の CD4+T細胞と




 7カ月齢の C57BL/6J 雌マウスのうち対照群には AIN-93M (オリエンタル酵母) 
を，KW3110摂取群には 1日当たり 1 mgの摂取となるように調製されたKW3110
加熱死菌体含有 AIN-93M を 6 カ月間摂取させた．6 週齢の C57BL/6J 雌マウス
を若齢対照として使用した．6カ月間の投与後，脾臓を回収し，脾臓細胞調製液
を作製した．CD4+T 細胞を検出するため CD3 と CD4 を染色し，ナイーブ/エフ
ェクターCD4+T 細胞または PD-1+CD4+T 細胞を検出するため CD44 と CD62Lま
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